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; NOUVEAUX OLIGONUCLEOTIDES ET UTILISATION P'OLIGONUCLEOTtDES 
MODULANT L'EXPRESSION D'ENZYMES INTERVENANT DANS LA 
SYNTHESE DE PIGMENTS MELANIQUES. COMME AGENTS 

DEPIGMENTANTS \ 

5 La presente invention concerne des nouvelles sequences oligonucleotides 

ainsi que leurs derives. 

Ces nouvelles sequences oligonucleotides sont capables de s'hybrider 
avec le gene ou avec un produit du gene codant pour Tune des enzymes 
essentielles intervenant dans la voie de synthese de pigments melaniques. 
10 La presente invention concerne egalement I'utilisation de ces nouvelles 

sequences oligonucleotides comme agents depigmentants ou blanchissant de la 
peau dans une composition cosmetique ou dans une composition 
dermatoiogique. 

Chez I'homme, la pigmentation resulte de la synthese et de la distribution 

15 des pigments melaniques dans la peau, les follicules pileux ou les yeux. La 
pigmentation est genetiquement predefinie mais elle est regulee par de nombreux 
facteurs internes ou externes. Les melanines produites par les melanocytes ainsi 
que le nombre de melanocytes, leur activite tyrosinasique et leur capacite a 
exporter les melanines vers les keratinocytes, la taille des melanosomes qui 

20 contiennent des grains de melanine, vont conditionner la couleur de la peau 
humaine. Pour chaque individu, la couleur de la peau varie principalement en 
fonction de I'irradiation plus ou moins importante des rayons ultra-violets (UV). 
Autrement dit pour chaque individu, il existe une pigmentation cutanee de base 
lorsqu'il subit la plus faible irradiation UV, correspondant a sa couleur de peau la 

25 plus claire, et une pigmentation cutanee plus intense s'il report une irradiation UV 
plus forte, allant jusqu'a une pigmentation maximum correspondant a sa couleur 
de peau la plus foncee lorsqu'il est expose de maniere prolongee a une irradiation 
UV intense, telle que celle que Ton peut rencontrer en altitude en montagne. 

D'autre part, comme on le sait bien, il existe dans la population mondiale, 

30 une tres grande diversite genetique quant a la pigmentation cutanee. Ainsi, selon 
les populations, la couleur de la peau correspondant a la pigmentation de base 
definie ci-dessus, presente une teinte plus ou moins claire se situant entre les 
deux extremes : tres claire et tres foncee. Egalement selon les populations, la 
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difference de teinte de la peau entre la pigmentation de base et la pigmentation 
maximum est plus ou moins importante. Ainsi, il est bien connu que les 
personnes appartenant a certaines populations a peau claire (pigmentation de 
base) reagissent rapidement et/ou de maniere importante a Taction des UV et 
5 peuvent done facilement presenter une peau de teinte foncee, meme lorsque ces 
personnes ne se sont pas exposees volontairement et de fapon prolongee au 
soleil. Dans la suite du texte, ces personnes seront designees par I'expression 
« personnes tres reactives aux UV ». II en est notamment ainsi de populations 
d'origine asiatique ou de certaines populations dites metisses. 

10 Par ailleurs, des personnes voient apparaitre sur leur peau, en particulier 

au niveau du visage ou des mains des zones ou des taches plus foncees ou plus 
colorees conferant a la peau une heterogeneite. Ces taches sont dues a une 
concentration importante de melanine dans les keratinocytes de I'epiderme. 

Le mecanisme de formation de la pigmentation cutanee fait intervenir la 

15 synthese des melanines. Ce mecanisme est particulierement complexe et fait 
intervenir schematiquement les principales etapes suivantes : 
Tyrosine Dopa Dopaquinone ™+ Dopachrome Melanines 

Les enzymes connues intervenant dans cette suite de reactions sont 
essentiellement la tyrosinase et la tyrosinase-related-protein 1 (TRP-1). Ces 

20 enzymes catalysent notamment la reaction de transformation de la tyrosine en 
Dopa (Dihydroxyphenylalanine) et la reaction de transformation de la Dopa en 
Dopaquinone conduisant a la formation des pigments melaniques. Ces enzymes 
n'interviennent pas individuellement au cours du mecanisme reactionnel de la 
melanogenese. En effet, la tyrosinase et la TRP-1 forment un complexe 

25 enzymatique (Winder et al. (1994) Cell. MoL Biol. Res. 40 : 7-8 ; Orlow et ai 
(1994) J. of Investigative Dermatology 103: 196-211). Ces deux enzymes 
agissent done de concert et il semble que ces deux enzymes ne fonctionnent 
jamais Tune sans I'autre. II est connu que, lorsqu'une cellule est depletee en TRP- 
1, une perte de Tactivite tyrosinase est observee (Orlow et al. (1994)); ceci 

30 signifie que la tyrosinase pour etre active requiert la presence de TRP-1 (Zhao et 
al. (1996) J. of Investigative Dermatology 106 : 744-752). 
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Ces enzymes essentielles intervenant dans le voie de synthese des 
melanines seront designees dans la suite du present texte par I'expression 
"enzymes essentielles de la pigmentation". 

Une molecule est reconnue comme depigmentante si elle agit directement 

5 sur les melanocytes epidermiques en inhibant I'activite de ces cellules et/ou si 
elle bloque Tune des etapes de la biosynthese des melanines. C'est le cas 
notamment lorsque la molecule inhibe Tune des enzymes impliquees dans la 
melanogenese ou lorsqu'elle reagit avec les composes chimiques de la chaine 
de synthese des melanines. 

10 Les substances depigmentantes connues sont notamment I'hydroquinone 

et ses derives, Tacide ascorbique et ses derives, des extraits placentaires, I'acide 
kojique, Tacide ferulique, I'arbutine, des derives de dihydroxybenzene (WO 
00/47045), des derives du guaiacol (WO 00/47179), le 4-(2,3-dihydroxyphenyl)- 
cyclohexanol (WO 00/56279), des derives du resorcinol (WO 00/56702), des 

15 amides phenoliques (WO 99/32077). Ces substances peuvent presenter certains 
inconvenients. Elles peuvent etre instables, necessiter une utilisation a des 
concentrations elevees, manquer de specificite quant a leur mode d'action, ou 
presenter un pouvoir cytotoxique ou irritant. 

Utilisation topique de substances depigmentantes efficaces et 

20 inoffensives est particulierement recherchee en cosmetique et en dermatologie. 
On utilise notamment ces substances pour traiter des hyperpigmentations 
regionales par hyper-activite melanocytaire telles que les melasmas 
idiopathiques, les hyperpigmentations localisees par hyper-activite et proliferation 
melanocytaire benigne telles que les taches pigmentaires dites de senescence 

25 (lentigos seniles), les hyperpigmentations accidentelles telles que la 
photosensibilisation ou Thyperpigmentation cicatricielle, ainsi que certaines 
leucodermies telles que le vitiligo. Dans ces derniers cas, a defaut de pouvoir 
repigmenter la peau, on attenue la pigmentation de la peripherie des zones 
depigmentees pour donner a la peau une couleur plus homogene. 

30 Des substances depigmentantes sont egalement utilisees en tant 

qu'agents de blanchiment de la peau par certaines personnes, en particulier 
celles designees plus haut, qui sont tres reactives aux UV t pour eclaircir leur teint, 
notamment celui de leur visage et de leurs mains, afin de conserver une couleur 
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de peau la plus claire ou la plus homogene possible, ou tout au moios de reduire 
les effets pigmentants des rayons UV. 

Le probleme pose aux professionals est done la conception, la fabrication 
ou risolement de nouvelles substances depigmentantes ou de nouveaux agents 
5 blanchissant de la peau humaine, des poils ou des cheveux ne presentant pas les 
inconvenients des substances connues, e'est-a-dire qui soient non irritants, non 
toxiques et/ou non allergisants pour la peau et stables dans une composition. 

^utilisation d'un oligonucleotide antisens pour traiter les maladies dues a 
un dysfonctionnement des melanocytes, en particulier le vitiligo et d'autres 
10 maladies depigmentantes, a ete decrite dans WO 99/25819. Dans ces 
pathologies cutanees, rhypopigmentation resulte d'une teneur anormalement 
elevee en tenascine. Les oligonucleotides decrits dans ce document agissent 
contre rhypopigmentation en regulant I'expression de la tenascine. 

Au contraire, I'objet de la presente invention consiste a foumir un agent 
15 depigmentant agissant sur le processus de la melanogenese, destine d'une part, 
dans le cas d'une pigmentation sensiblement homogene, au blanchiment de la 
peau, des poils ou des cheveux, e'est-a-dire a diminuer leur pigmentation, et 
d'autre part, a lutter contre I'hyperpigmentation cutanee a savoir lorsque la peau 
presente une heterogeneite de pigmentation. 
20 Les inventeurs de la presente invention ont trouve que des 

oligonucleotides peuvent s'hybrider avec les genes ou les produits des genes 
(tels que les ARN) codant pour les enzymes essentielles de la pigmentation. 

Ainsi, les oligonucleotides selon I'invention, en modulant I'expression des 
enzymes essentielles de la pigmentation dans les melanocytes, interviennent en 
25 amont de la reaction de la melanogenese presentee plus haut. Cette activite 
existe meme a tres faible concentration, ce qui augmente I'interet de ces 
oligonucleotides. De plus, les oligonucleotides selon I'invention ne presentent 
aucune cytotoxicite. 

Les oligonucleotides selon ('invention offrent une solution ideale aux 
30 problemes poses par les substances utilisees classiquement. Les substances 
connues qui inhibent I'activite de la tyrosinase ou de la TRP-1 (notamment 
Thydroquinone et ses derives, I'acide ascorbique et ses derives, des extraits 
placentaires, I'acide kojique, I'arbutine) presentent de multiples effets secondares 
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inacceptables du fait de leur faible specificite. La presente invention resout done 
les problemes rencontres par les chercheurs anterieurs en modulant la production 
des enzymes essentielles de la pigmentation au lieu d'inhiber directement les 
enzymes pour obtenir Peffet depigmentant. 
5 Les enzymes essentielles fonctionnant de concert sous la forme d'un 

complexe, les inventeurs on decrit de nouveaux oligonucleotides qui inhibent 
Pexpression de Tune ou de I'autre des enzymes du complexe afin de resoudre le 
probleme pose. 

Les oligonucleotides selon Tinvention sont nouveaux en tant que tels et 
10 nouveaux en tant que medicaments. 

La presente invention concerne un oligonucleotide comportant un nombre 
de nucleotides compris entre 7 et 25, de preference entre 9 et 25, entre 12 et 25, 
entre 15 et 25 ou entre 18 et 25, et de preference encore comportant un nombre 
egal a 20, capable de s'hybrider avec le gene ou un produit du gene codant pour 
15 Tune des enzymes essentielles de la pigmentation. En particulier, ledit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider avec le gene ou un produit du gene 
codant pour la tyrosinase, ou bien avec le gene ou un produit du gene codant 
pour la tyrosinase-related-protein 1 (TRP-1). 

La presente invention concerne plus particulierement un oligonucleotide 
20 defini ci-dessus et capable de s'hybrider de fa<?on specifique avec le gene ou un 
produit du gene codant pour la tyrosinase, ou bien avec le gene ou un produit du 
gene codant pour la TRP-1 . 

Notamment il s'agit d'un oligonucleotide dont la sequence est choisie 
parmi les sequences SEQ ID NO.1 a SEQ ID NO. 11 ayant la signification 
25 suivante : 

SEQ ID NO.1 5'-GCAAAACAAAGACCTGGTTT-3* 
SEQ ID NO.2 5'-AGACCTGGTTTGCAGCTCTT-3' 
SEQ ID NO. 3 5'-TGCTTGAAATAAGAGTGCAA-3' 
SEQ ID NO.4 5'-AAAATCCAGCTCACAATCCT-3' 
30 - SEQ ID NO.5 5'-AGGAGCACTCATTCTGCTTG-3' 

SEQ ID NO.6 5'-AGGAACTGGCTAATTGGAGT-3 , 
SEQ ID NO.7 5'-CAAGGTCTGCAGGAACTGGC-3' 
SEQ ID NO.8 5'-CCTCACAAGGTCTGCAGGAA-3' 
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SEQ ID NO.9 5'-CTACAGACAATCTGCCAAGA-3* 
SEQ ID NO. 10 5'-GCATTCTTCCTCTAGTCCTC-3' 
SEQ ID NO. 1 1 5^TTCCAGTACCTCACAATCCT-3' 
La presente invention a egalement pour objet un oligonucleotide en tant 
5 que produit nouveau dont la sequence est Tune des sequences SEQ ID NO.1 a 
NO. 11 decrites ci-dessus. 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par « gene codant pour 
la tyrosinase », la sequence genomique du gene de la tyrosinase. De meme, on 
entend par « gene codant pour la TRP-1 » t la sequence genomique du gene de la 
10 TRP-1. 

Les roles cles de la tyrosinase et de la TRP-1 dans la melanogenese sont 
connus. L'utilisation d'oligonucleotides diriges contre un ARN messager codant 
pour une enzyme ou une proteine afin d'en moduler 1'expression est egalement 
connue. Cependant, la technique elaboree par les inventeurs de la presente 
15 invention n'avait jamais ete utilisee comme moyen de depigmentation. 

Les oligonucleotides selon I'invention sont determines pour s'hybrider 
directement a TARN messager ou au gene, lis permettent ainsi de realiser une 
modulation ultime de la quantite de tyrosinase ou de TRP-1 produite par les 
genes. 

20 Dans le present document, le terme "hybridation" est utilise pour designer 

la formation de liaisons hydrogenes, aussi connue comme appariement Watson- 
Crick entre les bases complementaires, usuellement sur deux brins d'acide 
nucleique pour former un duplex en double helice. 

Le degre de complementarite entre deux sequences d'acide nucleique de 

25 longueur identique est determine en comparant, apres alignement, la premiere 
sequence avec la sequence complementaire de la seconde sequence. Le degre 
de complementarite est calcule en determinant le nombre de positions identiques 
pour lesquelles le nucleotide est identique entre les deux sequences ainsi 
comparees, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total de 

30 positions et en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir le degre de 
complementarite entre ces deux sequences. 

Le terme "hybridation specifique" signifie en particulier qu'il existe un 
degre de complementarite suffisant pour eviter la fixation non specifique de 
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1'oligonucleotide sur une sequence non ciblee dans les conditions ou la fixation 
specifique est souhaitee. It est entendu que roligonucleotide n'a pas besoin de 
presenter une complementarite de 100% avec la sequence de I'acide nucleique 
cible pour s'hybrider specifiquement. En particulier, un oligonucleotide presentant 
5 un degre de complementarity au moins egal a 80 % environ est capable de 
s'hybrider specifiquement avec I'acide nucleique choisi comme cible. 

Les oligonucleotides selon I'invention s'hybrident de preference 
specifiquement avec les genes ou les produits des genes codant pour les 
enzymes essentielles de la pigmentation. En particulier, les oligonucleotides de 

10 invention sont capables de s'hybrider soit avec I'ADN du gene qui code pour la 
tyrosinase, soit avec I'ADN du gene qui code pour la TRP-1, soit encore avec 
I'ARNm derivant de Tun ou de Pautre de ces genes. Les oligonucleotides selon 
Tinvention comportent un nombre de nucleotides suffisant en identite et en 
nombre pour s'hybrider de fa?on specifique. Cette propriete est couramment 

15 appelee "antisens". 

La presente invention a done pour objet des oligonucleotides qui 
s'hybrident specifiquement en amont de ou bien au niveau de la region codante 
du gene conceme ou bien encore au niveau de la region presentant le codon 
d'initiation de la traduction de ce gene. 

20 La presente invention a aussi pour objet des oligonucleotides qui 

s'hybrident specifiquement avec soit I'ADN soit TARN messager qui code pour 
Tune des enzymes essentielles de la pigmentation, en particulier la tyrosinase ou 
la TRP-1. 

La presente invention a aussi pour objet des oligonucleotides qui 
25 s'hybrident specifiquement soit avec la region 5' non codante, soit avec la region 
presentant le codon d'initiation, soit avec la region codante, soit encore avec la 
region 3' non codante du gene ou de I'ARNm codant pour Tune des enzymes 
essentielles de la pigmentation, en particulier la tyrosinase ou la TRP-1. 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par « ADN qui codent 
30 pour la tyrosinase » ou « ADN qui codent pour la TRP-1 », aussi bien les exons 
que les introns, en particulier les exons. 
II est precise que : 
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♦ les oligonucleotides de I'invention de sequences SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, 
SEQ ID NO 3 et SEQ ID NO 4, s'hybrident specifiquement avec la region 5' 
non codante du gene ou de I'ARNm codant pour la TRP-1 , 

♦ ('oligonucleotide de I'invention de sequence SEQ ID NO 5, s'hybride 
5 specifiquement avec la region presentant le codon d'initiation du gene ou de 

I'ARNm codant pour la TRP-1 , 

♦ les oligonucleotides de I'invention de sequences SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 7 
et SEQ ID NO 8, s'hybrident specifiquement avec la region 5* non codante du 
gene ou de I'ARNm codant pour la tyrosinase, 

10 ♦ ('oligonucleotide de I'invention de sequence SEQ ID NO 9, s'hybride 
specifiquement avec la region codante du gene ou de I'ARNm codant pour la 
tyrosinase, 

♦ ('oligonucleotide de I'invention de sequence SEQ ID NO 10, s'hybride 
specifiquement avec la region presentant le codon d'initiation du gene ou de 

15 I'ARNm codant pour la tyrosinase, 

♦ ('oligonucleotide de I'invention de sequence SEQ ID NO 11, s'hybride 
specifiquement avec la region 5' non codante du gene ou de I'ARNm codant 
pour la TRP-1. 

La presente invention a aussi pour objet des oligonucleotides, comprenant 
20 une ou plusieurs modifications chimiques au niveau de leurs parties sucres, leurs 
parties nucleobases ou leur squelette internucleotidique qui conferent des 
caracteristiques physico-chimiques souhaitables aux oligonucleotides selon 
Tinvention telles qu'une biodisponibilite accrue, I'augmentation de I'affinite pour 
les sequences cibles, I'augmentation de I'intemalisation cellulaire ou une 
25 meilleure stabilite biologique ou ('augmentation de la stabilite en presence de 
nucleases cellulaires. 

A titre d'exemple, les modifications pouvant conferer ces caracteristiques 
sont les derives 2'-0-alkyle et 2'-0-fluoro sur la partie sucre du nucleoside, et les 
derives phosphorothioates ou les derives methyiphosphonates au niveau du 
30 squelette internucleotidique. 

Dans le present document, le terme "oligonucleotide" se refere a des 
polynucleotides formes a partir de nucleobases naturelles et de groupements 
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pentafuranosyles (sucre) formant des nucleosides qui sont relies entre eux par 
liaisons phosphodiesters natives. Le terme "oligonucleotides" se refere done aux 
especes naturelles ou aux especes synthetiques formes a partir de sous unites 
naturelles ou de leurs homologues proches. 
5 Le terme "oligonucleotides" peut se referer aussi aux parties qui ont des 

fonctions similaires aux oligonucleotides naturels mais qui peuvent presenter des 
portions non naturelles. Les oligonucleotides peuvent avoir des parties sucres, 
des parties nucleobases ou des liaisons intemucleotidiques modifiees. Parmi les 
modifications possibles, les modifications preferees sont les derives Z-O-alkyle 
10 sur la partie sucre, en particulier les derives 2'-0-ethyloxymethyle ou 2'-0 
methyle, ou les phosphorothioates ou les methylphosphonates pour le squelette 
internucleotidique. 

Les oligonucleotides chimeriques sont compris dans les modifications 
preferentielles de Tinvention. Les oligonucleotides contiennent au moins deux 

15 regions chimiquement differentes, chacune comprenant au moins un nucleotide. 
II s'agit en particulier d'une ou de plusieurs regions comprenant un nucleotide 
modifie qui confere une ou plusieurs proprietes benefiques comme par exemple 
une meilleure stabilite biologique, une biodisponiblite accrue, I'augmentation de 
rinternalisation cellulaire ou I'augmentation de I'affinite pour TARN cible. 

20 De fagon preferee, le squelette internucleotidique peut etre en tout ou 

partie phosphodiesters ou phosphorothioates ou methylphosphonates, ou les 
combinaisons de liaisons phosphodiesters et/ou phosphorothioates et/ou 
methylphosphonates. 

Ainsi, I'oligonucleotide selon I'invention est caracterise en ce qu'une partie 

25 des groupements phosphodiesters de son squelette internucleotidique est 
remplacee par des groupements phophorothioates et/ou des groupements 
methylphosphonates. 

Altemativement, ['oligonucleotide selon Tinvention est caracterise en ce 
que tous les groupements phophodiesters sont remplaces par des groupements 

30 phosphorothioates ou par des groupements methylphosphonates. 

Altemativement, les groupements phophodiesters sont remplaces en tout 
ou partie par des groupements phosphorothioates et/ou par des groupements 
methylphosphonates. 
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Le terme " oligonucleotides n peut egalement se referer a des 
oligonucleotides auxquels on a greffe un vecteur d'administration circulaire de 
type plasmidique ou un vecteur d'administration lineaire de type acide nucleique 
ou peptidique. 

5 Les oligonucleotides de I'invention sont nouveaux en tant que 

medicaments. 

La presente invention a aussi pour objet une composition cosmetique ou 
dermatologique contenant au moins un oligonucleotide decrit precedemment et 
un milieu cosmetiquement ou dermatologiquement acceptable. Une telle 
10 composition peut contenir en outre, un ou plusieurs actifs visant a renforcer les 
effets recherches. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation d'au moins une 
sequence oligonucleotidique dirigee contre un produit de transcription du gene 
codant pour I'une des enzymes essentielles de la pigmentation, en particulier la 

15 tyrosinase ou la TRP-1, dans ou pour la fabrication d'une composition cosmetique 
ou dermatologique pour depigmenter ou blanchir la peau, les poils ou les cheveux 
humains, ou enlever ou attenuer les taches pigmentaires de la peau humaine. 

La presente invention se rapporte egalement a I'utilisation d'un 
oligonucleotide capable de s'hybrider specifiquement avec le gene ou un produit 

20 du gene codant pour Tune des enzymes essentielles de la pigmentation, en 
particulier la tyrosinase ou la TRP-1, comme agent cosmetique, notamment pour 
depigmenter ou blanchir la peau, les poils ou les cheveux humains, et pour 
attenuer les taches pigmentaires de la peau humaine. 

La presente invention a aussi pour objet I'utilisation d'au moins une 

25 sequence oligonucleotidique dirigee contre un produit de transcription du gene 
codant pour Tune des enzymes essentielles de la pigmentation, en particulier la 
tyrosinase ou la TRP-1, dans ou pour la fabrication d'une composition cosmetique 
ou dermatologique comme inhibiteur de la synthese des melanines. 

La presente invention se rapporte egalement a ('utilisation d'au moins un 

30 oligonucleotide decrit precedemment pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention des maladies se traduisant par la surexpression 
de la tyrosinase et/ou de la TRP-1, par voie topique. Ce medicament peut etre 
destine a inhiber la synthese de melanine, notamment a depigmenter ou a 
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blanchir la peau, mais egalement pour le traitement ou la prevention cles 
hyperpigmentations regionales par hyper-activite melanocytaire telles que les 
melasmas idiopathiques, des hyperpigmentations localisees par hyper-activite et 
proliferation melanocytaire benigne telles que les taches pigmentaires de 
5 senescence (lentigos seniles) , des hyperpigmentations accidentelles telles que la 
photosensibilisation ou la cicatrisation post-lesionnelle, et pour le traitement de 
certaines leucodermies telles que le vitiligo. 

La presente invention a aussi pour objet I'utilisation d'au moins une 
sequence oligonucleotide dirigee contre un produit de transcription du gene 
10 codant pour Tune des enzymes essentielles de la pigmentation, en particulier la 
tyrosinase ou la TRP-1, dans une composition cosmetique depigmentante ou 
blanchissante de la peau humaine. 

La presente invention concerne aussi I'utilisation des oligonucleotides 
decrits precedemment pour moduler I'expression de Tune des enzymes 
15 essentielles de la pigmentation, en particulier la tyrosinase ou la TRP-1. 

La presente invention a encore pour objet I'utilisation d'au moins une 
sequence oligonucleotidique dirigee contre un produit de transcription du gene 
codant pour Tune des enzymes essentielles de la pigmentation, en particulier la 
tyrosinase ou la TRP-1, pour la fabrication d'une composition dermatologique 
20 depigmentante ou blanchissante de la peau humaine. 

La presente invention se rapporte egalement a un procede de traitement 
cosmetique ou dermatologique pour depigmenter ou blanchir la peau humaine 
consistant a appliquer sur la peau pigmentee une composition cosmetique 
comprenant au moins une sequence oligonucleotidique dirigee contre un produit 
25 de transcription du gene codant pour Tune des enzymes essentielles de la 
pigmentation, en particulier la tyrosinase ou la TRP-1. 

La presente invention a aussi pour objet une composition depigmentante 
caracterisee en ce qu'elle contient, dans un milieu cosmetiquement ou 
dermatologiquement acceptable, au moins une sequence oligonucleotidique 
30 dirigee contre un produit de transcription du gene codant pour Tune des enzymes 
essentielles de la pigmentation, en particulier la tyrosinase ou la TRP-1. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la presente invention pour 
les compositions, les utilisations et le procede de traitement precites, les 
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oligonucleotides sont ceux dont la sequence est Tune de celles definies ci- 
dessous: 

SEQ ID NO. 1 5'-GCAAAACAAAGACCTGGTTT-3' 
SEQ ID NO.2 5'-AGACCTGGTTTGCAGCTCTT-3' 
5 - SEQ ID NO.3 5'-TGCTTGAAATAAGAGTGCAA-3' 

SEQ ID NO.4 5'-AAAATCCAGCTCACAATCCT-3' 
SEQ ID NO.5 5^AGGAGCACTCATTCTGCTTG-3* 
SEQ ID NO.6 S'-AGGAACTGGCTAATTGGAGT-S' 
La composition cosmetique ou dermatologique selon invention est 
10 appropriee pour une utilisation topique et contient done un milieu cosmetiquement 
ou dermatologiquement acceptable, e'est-a-dire compatible avec la peau. La 
sequence oligonucleotidique selon I'invention peut etre presente en quantite allant 
de 0,00001% a 10% et de preference de 0,0003% a 3% du poids total de la 
composition. 

15 La composition de ('invention peut se presenter sous toutes les formes 

galeniques habituellement utilisees pour une application topique notamment sous 
forme d'une solution aqueuse, hydroalcoolique ou huileuse, d'une emulsion huile 
dans eau ou eau dans huile ou multiple, d'un gel aqueux ou huileux, d'un produit 
anhydre liquide, pateux ou solide, d'une dispersion de particules polymeriques, 

20 telles que des nanospheres et des nanocapsules, dans une phase aqueuse ou 
huileuse, ou encore d'une dispersion de vesicules lipidiques de type ionique ou 
non-ionique telle que decrite dans le brevet US 4,508,703. 

Cette composition peut etre plus ou moins fluide et avoir I'aspect d'une 
creme blanche ou coloree, d'une pommade, d'un lait, d'un gel, d'une lotion, d'un 

25 serum, d'une pate ou d'une mousse. Elle peut eventuellement etre appliquee sur 
la peau sous forme d'aerosol. Elle peut egalement se presenter sous forme solide 
pulverulent ou non, par exemple sous forme stick ou d'une poudre pressee. Elle 
peut encore se presenter sous la forme de patchs, de crayons, de pinceaux et 
d'applicateurs autorisant une application localisee sur les taches du visage ou des 

30 mains. Elle peut etre utilisee comme produit de soin ou comme produit de 
maquillage. 

De faq:on connue, la composition de ('invention peut contenir egalement 
les adjuvants habituels dans les domaines cosmetique et dermatologique, tels 
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que les gelifiants hydrophiles ou lipophiles, les actifs hydrophiles ou lipophiles, les 
conservateurs, les antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les filtres, 
les pigments, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de 
ces differents adjuvants sont celles classiquement utilisees dans les domaines 
5 consideres. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la 
phase grasse, dans la phase aqueuse, dans les vesicules lipidiques ou dans les 
nanoparticules. 

Lorsque la composition cosmetique ou dermatologique de I'invention est 
une emulsion, la proportion de la phase grasse peut aller en general de 5 a 80% 

10 en poids, et de preference de 5 a 50% en poids par rapport au poids total de la 
composition. Les huiles, les emulsionnants et les co-emulsionnants utilises dans 
la composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement 
utilises dans le domaine considere. L'emulsionnant et le co-emulsionnant sont 
presents, dans la composition, en une proportion allant generalement de 0,3% a 

15 30% en poids, et de preference de 0,5% a 20% en poids par rapport au poids 
total de la composition. 

Comme huiles utilisables en association avec les oligonucleotides selon 
['invention, on peut citer les huiles minerales (huile de vaseline), les huiles 
d'origine vegetale (huile d'avocat, huile de soja), les huiles d'origine animale 

20 (lanoline), les huiles de synthese (perhydrosqualene), les huiles siliconees 
(cyclomethicone) et les huiles fluorees (perfluoropolyethers). On peut aussi 
utiliser comme matiere grasses des alcools gras (alcool cetylique), des acides 
gras, des cires (cire de Carnauba, ozokerite). 

Comme emulsionnants et coemulsionnants utilisables en association avec 

25 les oligonucleotides selon I'invention, on peut citer par exemple les esters d'acide 
gras et de polyethylene glycol tels que le stearate de PEG-20 et les esters d'acide 
gras et de glycerine tels que le stearate de glyceryle. 

Comme gelifiants hydrophiles utilisables en association avec les 
oligonucleotides selon I'invention, on peut citer en particulier les polymeres 

30 carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que les 
copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides, 
les gommes naturelles et les argiles. Comme gelifiants lipophiles, on peut citer les 
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argiles modifiees comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras, la silice 
hydrophobe et les polyethylenes. 

La presente invention a pour objet une composition cosmetique ou 
dermatologique contenant au moins un oligonucleotide decrit precedemment et 
5 un ou plusieurs autres agents actifs. 

La presente invention conceme egalement ('utilisation d'au moins un 
oligonucleotide tel que decrit precedemment pour la fabrication d'un medicament 
destine a etre administre de fa?on simultanee, separee ou etalee dans le temps 
en association avec un ou plusieurs autres actifs. 

10 Lesdits actifs utilisables en association avec les oligonucleotides selon 

('invention, utilises purs ou provenant d'extraits renfermant ces molecules, sont 
notamment les composes suivants: I'acide ellagique et ses derives ; 
I'hydroquinone ; I'arbutine ; le resorcinol et ses derives ; la vitamine C et ses 
derives ; le pantothenate sulfonate et ses derives ; I'acide kojique ; les extraits 

15 placentaires ; des molecules interferant directement ou indirectement avec 

o I'alpha-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) ou son recepteur ou I'hormone 
adrenocorticotropique (ACTH) ; les polyols tels que la glycerine, le glycol ou le 
propylene glycol ; les vitamines ; les agents keratolytiques ou desquamants tels 
que I'acide salicylique et ses derives ; les alpha-hydroxyacides tels que I'acide 

20 lactique ou I'acide malique, seuls ou greffes ; I'acide ascorbique et ses derives ; 
I'acide retinoique ; le retinaldehyde ; le retinol et ses derives tels que le palmitate, 
le propionate ou I'acetate, en preparation liposomique ou non ; des agents 
antiglycations ou antioxydants pris seuls ou en association tels que le tocopherol 
et ses derives, la thiotaurine, I'hypotaurine, I'aminoguanidine, la thiamine 

25 pyrophosphate, la pyridoxamine, la lysine, I'histidine, I'arginine, la phenylalanine, 
la pyridoxine, I'adenosine triphosphate ; les agents anti-inflammatoires tels que le 
stearyl glycyrrhetinate ; les agents apaisants et leurs melanges, les filtres solaires 
chimiques ou physiques tels que le methoxycinnamate d'octyle, le butyl- 
methoxydibenzoyl-methane, I'oxyde de titane et I'oxyde de zinc micronises ; et les 

30 acides desoxyribonucleiques ou nucleiques. En cas d'incompatibilite, ces autres 
actifs et/ou les oligonucleotides de Tinvention peuvent etre incorpores dans des 
spherules, notamment des vesicules formes de lipides amphiphiles ioniques ou 
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non ioniques telles qie decrites dans le brevet US 4,508,703, ou des 
nanoparticules. 

Les exemples suivants illustrent la presente invention sans toutefois la 

limiter. 

5 Pour des raisons de stabilite dans les milieux de culture in-vitro et 

conformement a I'usage, les exemples 2 a 4 ont ete realises avec des derives 
phosphorothioates et les exemples 5 a 12 ont ete realises indifferemment avec 
des derives phosphorothioates ou phosphodiesters. 

Dans les exemples qui suivent, tous les pourcentages sont donnes en 
10 poids, sauf indications contraires. 

Exemole 1 : Svnthese des Oligonucleotides 

A titre d'exemples, des oligonucleotides ont ete synthetises avec un 

15 synthetiseur automatique (Perseptive Biosystems Expedite modele 8909) en 
utilisant la chimie standard des derives phosphoramidites en utilisant les 
protocoles du constructeur. Les (i-cyanoethyldiisopropylphosphoramidites ont ete 
foumis par la societe Perseptive Biosystems. Pour les oligonucleotides 
phosphodiesters, I'etape d'oxydation du phosphite a ete effectuee avec une 

20 solution d'iode. En ce qui conceme les oligonucleotides phosphorothioates, 
I'etape d'oxydation du phosphite a ete effectuee en utilisant une solution 0,05 M 
de 3H-1,2-benzodithiol-3-one 1,1 -dioxide dans de racetonitrile anhydre. Apres 
clivage de la colonne (Controlled Pore Glass, Perseptive Biosystems) et 
deprotection totale de la sequence par un traitement de 18h a 55°C par une 

25 solution d'ammoniaque a 33%, les oligonucleotides ont ete purifiees par 
precipitation dans I'ethanol en presence d'acetate de sodium. Des centrales par 
chromatographie liquide haute pression ont ete ensuite realises par 
chromatographie echangeuses d'ions avec elution par un gradient de chlorure de 
sodium et par chromatographie en phase inverse C18 avec elution par un 

30 gradient d'acetonitrile en presence d'acetate de triethylammonium. 

Les oligonucleotides synthetises sont decrits dans le tableau 1. II s'agit 
des 11 premieres sequences de ce tableau, numerotees de SEQ ID NO.1 a SEQ 
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ID NO.11. Leur activite depigmentante a fait I'objet d'etudes rapportees dans les 
exemples suivants. 

Dans le tableau 1, les numeros mentionnes sous chaque extremite des 
sequences indiquent la position de ['oligonucleotide dans les sequences 
5 d'origine. 

Les sequences proviennent respectivement de la sequence dite 
« HUMTYRA » de I'ADNc de la tyrosinase humaine, publiee par Shibahara et al. a 
Tohoku J. Exp. Med. 156 : 403 (1988) (Genbank accession number M 27160), de 
la sequence dite « HSTYRRP » de I'ADNc de la TRP-1 humaine, publiee par 
10 Cohen et al. ff Nucl. Acides Res. 18 : 2807 (1990) (Genbank accession number X 
51420), et d'une autre sequence de la TRP-1, dite « AF001295 » publiee par Box 
et al., Mamm. Genome 9 : 50 (1998) (Genbank accession number AF 001295). 

Par ailleurs, a titre comparatif pour confirmer la specificite des 
oligonucleotides selon I'invention vis a vis des genes ou des produits de genes 
15 codant pour la tyrosinase ou la TRP-1, deux oligonucleotides bases sur la 
sequence SEQ ID N°2 de I'invention, ont ete synthetises, a savoir : 

❖ Une sequence dite « controle sens », designee SEQ ID N°12 dans le 
tableau 1, consistant a inverser I'ordre des bases de la sequence SEQ 
ID N°2. 

20 •> Une sequence dite « controle brouilie », designee SEQ ID N°13, 

egalement dans le tableau 1, comprenant les memes bases, en nature 
et en nombre, que celles de la sequence SEQ ID N°2, mais placees 
dans un ordre quelconque. 
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TABLEAU 1 



SEQ ID 
NO. 




SEQUENCE OLIGONUCLEOTIDE 


LOCUS 


1. 


111 


5'-GCAAAACAAAGACCTGGTTT-3' 

92 


HSTYRRP 


2. 


102 


5'-AGACCTGGTTTGCAGCTCTT-3' 

83 


HSTYRRP 


3. 


127 


5'-TGCTTGAAATAAGAGTGCAA-3' 

108 


HSTYRRP 


4. 


53 


5-AAAATCCAGCTCACAATCCT-3' 

34 


HSTYRRP 


5. 


141 


5'-AGGAGCACTCATTCTGCTTG-3' 

122 


HSTYRRP 


6. 


475 


5'-AGGAACTGGCTAATTGGAGT-3' 

457 


HUMTYRA 


7. 


485 


5-CAAGGTCTGCAGGAACTGGC-3' 

466 


HUMTYRA 


8. 


490 


5'-CCTCACAAGGTCTGCAGGAA-3' 

471 


HUMTYRA 


9. 


5-CTAC AGAC A ATCTGC C AAGA-3' 
1332 1313 


HUMTYRA 


10 


506 


5-GCATTCTTCCTCTAGTCCTC-3' 

487 


HUMTYRA 


11. 


5-TTCCAGTACCTCACAATCCT-3' 
5875 5856 


AF001295 


12. 




5'-TTC rCGACG III GG I CCAGA-3' 


CONTROLE SENS 
SEQ ID NO.2 


13. 




5'-ACGTTTCTCGCCTAGTGATG-3' 


CONTROLE 
BROUILLE 
SEQ ID NO.2 
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Exemple 2 : Effet depigmentant des oligonucleotides selon Tinvention sur 
des melanocytes humains normaux (MHN) 

Les oligonucleotides selon I'invention figurant dans le tableau 1 de I'exemple 
5 1 (SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 11) sont etudies pour leur action sur la 
melanogenese, et done sur leur capacite a moduler la production de pigments 
melaniques par les melanocytes. A titre d'elements de comparaison, les 
oligonucleotides « controle sens » (SEQ ID N° 12) et « controle brouille » (SEQ ID 
N° 13) sont egalement etudies pour cette action. 

10 II est rappele qu'au cours du mecanisme reactionnel de la melanogenese, 

la tyrosinase et la TRP-1 forment un complexe enzymatique qui catalyse la 
transformation de la L-dopa en dopaquinone puis en dopachrome. Ces deux 
enzymes agissent de concert et il semble qu'elles ne fonctionnent jamais Tune 
sans I'autre. En effet, lorsqu'une cellule est depletee en TRP-1 par Tutilisation 

15 d'oligonudeotides antisens diriges contre TRP-1, une diminution de I'activite 
tyrosinase encore appelee « dopa-oxydase » est observee. La tyrosinase est 
egalement denommee « dopa-oxydase » en raison de sa nature multi- 
fonctionnelle ; elle remplit en effet la meme fonction que la dopa-oxydase au 
cours de I'oxydation de la tyrosine en dopa. 

20 Le principe du present test est base sur la mesure de la vitesse de 

reaction de la dopa-oxydase dans la transformation de la L-dopa, utilisee comme 
substrat, en dopachrome. L'apparition de dopachrome est quantifiee par mesure 
de densite optique a intervalles de temps determines, ce qui permet de calculer la 
vitesse de reaction de la dopa-oxydase pour chacun des oligonucleotides testes 

25 et pour I'essai temoin. A partir des resultats obtenus, il sera done possible 
d'apprecier Taction des oligonucleotides testes sur la melanogenese. Une baisse 
de la vitesse de reaction par rapport a I'essai temoin correspondra a une 
diminution de I'activite enzymatique, et par consequent, a la reduction de la 
formation de pigments melaniques, et done a un effet depigmentant. 

30 

Preparation de cultures de melanocytes et traitements par les oligonucleotides : 

Les melanocytes sont obtenus a partir de peau de prepuce d'un enfant de 
type caucasien. Les fragments de peau sont rinces au PBS (Gibco, Paisley, GB), 
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puis a I'ethanol a 70%. Af res un dernier lavage au PBS, la peau est decoupee en 
fines bandelettes de 1 mm comportant un minimum de derme. Le derme et 
I'epiderme sont dissocies par incubation des bandelettes dans une solution de 
trypsine a 0,25% (Gibco, Paisley, GB) pendant une nuit a 4°C. Apres incubation, 
5 les cellules epidermiques sont recuperees en grattant les cellules au scalpel. 
Uaction de la trypsine est stoppee en pla^ant les cellules dans un milieu E-199 
(Gibco, Paisley, GB) contenant 10% (VA/) de serum de veau foetal (Gibco, 
Paisley, GB ). Apres homogeneisation et elimination des corneocytes flottant en 
surface, la suspension cellulaire est filtree, centrifugee et le culot est repris dans 
10 un milieu d'adherence (Milieu 1) dont la composition est presentee dans le 
tableau suivant, dans lequel EGF designe un facteur de croissance epidermique. 



COMPOSITION DU MILIEU 1 


Composes 


Fournisseur, reference 


Concentration finale 
dans le milieu 


- Milieu E-199 
Serum de veau foetal 
Hydrocortisone 
L-glutamine 

- EGF 


Gibco, 31150-022 
Gibco, 10099-133 
Sigma, H-0135 
Gibco, 25030-024 
Sigma, E-4127 


qsp 1 00% (v/v) 
10% (v/v) 
0,4 |jg/ml 

2 mM 
10 ng/ml 



Apres denombrement de la population cellulaire, les cellules sont 
ensemencees en flasques a raison de 200000/cm 2 . Les cultures sont maintenues 
a 37°C, en atmosphere saturee en humidite et avec 5% C02. Apres adhesion des 



15 cellules, le milieu d'adherence est remplace par du milieu KSFM (Gibco , Paisley, 

GB ), qui sera renouvele toutes les 48h. 

Les cellules epidermiques ainsi mises en culture vont permettre I'obtention 

d'une coculture keratinocytes-melanocytes. Des que cette coculture est a environ 

70% de confluence, le milieu KSFM est remplace par un milieu selectif (Milieu 2) 
20 favorisant la croissance des melanocytes, et dont la composition figure au tableau 

ci-apres, dans lequel IBMX designe la 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, et PMA 

designe le phorboM2-myristate-13-acetate. 
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COMPOSITION DU MILIEU 2 


Composes 


Fournisseur, reference 


Concentration finale 
dans le milieu 


- Milieu E-199 
Serum de veau foetal 
L-glutamine 

- IBMX 

- PMA 
Geneticine 


Gibco, 31150-022 
Gibco, 10099-133 
Gibco, 25030-024 
Sigma, I-5879 

Sigma, P-8139 j 
Gibco, 066-0181 1Y 


qsp 100% (v/v) 
10% (v/v) 
0,4 pg/ml 

2 mM 
10 ng/ml 
100pg/ml 



48 a 72 h apres, les cellules sont decollees de la flasque a I'aide d'un 
melange trypsine 0,1%-EDTA 0,05% (Gibco, Paisley, GB) pendant 1 a 2 minutes 
a temperature ambiante. La suspension cellulaire obtenue est centrifugee et 
5 remise en milieu selectif. Les cellules sont a nouveau traitees 24 a 48h plus tard 
avec le melange trypsine-EDTA (0,1%-0,05%), pendant 1 a 2 minutes a 
temperature ambiante, puis reensemencees dans un milieu de proliferation 
specifique des melanocytes (Milieu 3). 

Le Milieu 3 est compose de 10 % de Milieu 2 et de 90 % de Milieu A. Le 
10 Milieu A est le milieu keratinocyte SFM (Gibco, 17005-034). 

A ce stade, la population cellulaire obtenue est pure, constitute 
exclusivement de melanocytes humains normaux (MHN). 

Avant I'etude, les MHN sont places pendant une semaine dans un milieu 
ne contenant aucun activateur metabolique puissant tels les esters de phorbol ou 
15 I'IBMX (Milieu 4). 

Le Milieu 4 est compose de 10 % de Milieu B et 90 % de Milieu A decrit 
precedemment. La composition du milieu B est decrite dans le tableau ci- 
dessous. 

20 
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COMPOSITION DU MILIEU B 


Composes 


Foumisseur, reference 


Concentration finale 
dans ie milieu 


- Milieu E-199 

Serum de veau foetal 
L-glutamine 


Gibco, 31150-022 
Gibco, 10099-133 
Gibco, 25030-024 


qsp 100% (v/v) 
10 % (v/v) 
2 mM 



Les MHN sont ensemences en microplaques 96 puits (Falcon, Franklin 
Lakes, NJ, USA), a raison de 10000 cellules par puits, dans 200 pi de milieu 4. 

Les oligonucleotides a tester sont prepares extemporanement dans le 
5 milieu d'etude, respectivement a des concentrations de 10 nM, 100 nM, 250 nM, 
500 nM, 1pM. Les traitements avec les differents oligonucleotides sont realises 
chaque jour pendant 7 jours. Pour chaque concentration, 3 essais sont realises. 

Mesure de vitesses de reaction de I'activite dopa-oxvdase : 

10 a la fin de ces traitements repartis sur 7 jours, des mesures de I'activite 

tyrosinase ou « dopa-oxydase » sont realisees. 

Les cellules sont rincees au PBS, puis 50 pi de tampon de lyse (Triton 
100X Sigma, T-9284) a 0,5 % dans du PBS (Gibco, 14190-094)) sont ajoutes 
dans les puits et la plaque est mise sous agitation pendant une heure a 4°C. La 

15 reaction est initiee en ajoutant 50 pi de substrat (L-DOPA 10 mM, Sigma) dans 
chaque puits. Uapparition du dopachrome est mesuree toutes les 2 minutes a 
450 nm pendant une heure et a 37°C, sous agitation reguliere, au moyen d'un 
lecteur de densite optique, lecteur de microplaques 340 ATTC (SLT- 
Labinstrument, Grodig/Salzburg, Autriche). Les vitesses de reaction sont 

20 caiculees et exprimees en 10~ 4 Unite DO/mn. 

Les resultats obtenus pour les cultures traitees par les oligonucleotides et 
pour les cultures temoin (non traitees) figurent dans le tableau 2 (a : ecart-type). 
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TABLEAU 2 



Numeros d'identification 


Vitesses de 


Vitesses de reaction 


% de 


et concentrations des 




reaction 




(temoin sans 


variation 


oligonucleotides testes 


10 


unite DO/mn 


oligonucleotide) 


par rapport 














au temoin 


SEQ ID NO.1 


10 nM 


21,8 


o = 1.0 


26,4 


o= 1,8 


-17.4 




100 nM 

1 \-/\J 1 1 IVI 


23,3 


a = 0,4 


26,4 


o = 1,8 


-11.7 




250 nM 


20,3 


a = 0.3 


26,4 


o= 1,8 


-23.1 




ouu nM 


HOC 


a — 2,9 


26.4 


o= 1.8 


-26.1 




1 |JM 


23,9 


a = 1.4 


26.4 


o= 1.8 


-9 4 


SEQ ID NO.2 


10 nM 


20,5 


a = 1.7 


26.4 


o= 1.8 


-22,3 




inn nM 
iuu nivi 


18,8 


a = 1,5 


26,4 


o= 1.8 


-28.8 




250 nM 


19,2 


o = 0.7 


26.4 


o= 1.8 


-27.3 




500 nM 


19,7 


a = 1,7 


26,4 


o= 1,8 


-25.4 




1 |JM 


22,9 


o = 1,1 


26,4 


o= 1,8 


- 1 o.o 


SEQ ID NO.3 


10 nM 


23.7 


o = 3,1 


26,4 


o= 1.8 


-10.2 




mn nM 


20 


o = 0,7 


26,4 


o = 1,8 


-24,2 




OCA rs.KA 

zou nM 


21.1 


o = 0.6 


26,4 


o= 1,8 


-20,1 




con w^KA 

ouu nM 


'inn 

19,9 


o = 1.7 


26,4 


o= 1.8 


-24,6 




1 [J IVI 


23,6 


a = 0.6 


26,4 


o= 1.8 


-10 6 


SEQ ID NO.4 


10 nM 


22,9 


o=1.2 


26,4 


o= 1.8 


-13,3 




100 nM 


19,9 


a = 1,6 




rr = 1 ft 


-24,6 




250 nM 


20.9 


o = 1,4 


26,4 


o= 1.8 


-20,8 




500 nM 


21 2 


cs = 1 7 


26,4 


o= 1.8 


-19.7 




1 uM 


20 


o = 1,2 


26,4 


o= 1.8 


-24.2 


SEQ ID NO.5 


10 nM 


23.5 


o = 0,7 


26,4 


o= 1,8 


-10.9 




100 nM 


19.3 


o = 0,9 


26,4 


o= 1,8 


-26,9 




250 nM 


17.9 


o = 1,7 


26,4 


o= 1,8 


-32.2 




500 nM 


20,5 


o = 0,6 


26,4 


o= 1,8 


-22,4 




1 uM 


21.3 


o = 0,8 


26,4 


o= 1,8 


-19,3 
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Numeros d'identificatior 


Vitesses de 


Vitesses de reaction 


% de 


et concentrations des 


reaction 


(temoin sans 


variation 


oligonucleotides testes 


10" 4 unite DO/mn 


oligonucleotide) 


par rapport 












au temoin 


1 SEQ ID NO.6 


10 nM 


20,7 o = 1.8 


26,4 


o= 1,8 


-21,6 




100 nM 


22.0 o = 0,6 


26,4 


o= 1,8 


-16,7 




ZOU 1 1 1 VI 


20,1 a = 2,5 


OR A 


rt = 1 ft 


-23,9 




500 nM 


18.7 a = 2,6 


26,4 


a = 1,8 


-29,2 




1 pM 


20,5 a= 1,1 


26,4 


a = 1,8 


-22,4 


SEQ ID NO.7 


10 nM 


26,6 a = 2.2 


25,0 


a =0,9 


+6,4 




100 nM 


25,3 a = 1,1 


25,0 


a = 0,9 


+ 1,2 




250 nM 


23,8 a= 1,3 


ok n 

Z3,U 


rr — n Q 


-4,8 




OUU I IIVI 


21,7 a = 0,9 


25,0 


o = 0,9 


-13,2 




1 i iM 
I JJIVI 


22,6 o = 0.7 


25,0 


o= 0,9 


-9,6 


SEQ ID NO.8 


10 nM 


24.1 o = 0,1 


25,0 


o = 0,9 


-3,6 




100 nM 


23,7 a = 0,6 


25,0 


o=0.9 


-2,5 




250 nM 


25,1 a =1,0 


25,0 


o = 0.9 


+0.4 




500 nM 


23.4 a = 0,6 


25,0 


o = 0,9 


-6.4 




1 uM 


23,7 a = 0,2 


25,0 


o = 0,9 


-5,2 


SEQ ID NO.9 


10 nM 


27,1 a-0,/ 


25,0 


o = 0,9 


+8 4 




100 nM 


22.3 a = 0.6 


25,0 


o = 0,9 


-10,8 




250 nM 


22.6 a = 0,2 


25,0 


o = 0,9 


-9,6 




500 nM 


23,2 a = 0,5 


25.0 


o = 0,9 


-7,2 




1 pM 


25,0 o = 0,7 


25,0 


o = 0,9 


0 
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1 Numeros d'identification 


Vitesses de 


Vitesses de reaction 


% de 


et concentrations des 




reaction 




(temoin sans 


variation 


oligonucleotides testes 


10^ 


unite DO/mn 


oligonucleotide) 


par rapport 












au temoin 


SEQ ID NO.10 10 nM 


26,4 


a = 0,9 


25,0 


o = 0,9 




100 nM 


24.9 


a = 0,5 


25,0 


o= 0,9 


-0 4 


250 nM 


23,1 


a = 0 3 


25,0 


o= 0.9 


-7 6 


500 nM 


23.3 


o = 0,6 


25,0 


o= 0.9 


-6,8 


j 1 MM 


26.9 


o = 0.7 


25.0 


a = 0,9 


+7.6 


SEQ ID NO.1 1 10 nM 


25 7 


o = 0.9 


25.0 


a= 0,9 


+9 ft 


100 nM 


24 8 


o = 0,3 


25 0 


a= 0,9 


-0 ft 


250 nM 


25.8 


o = 0,7 


25,0 


a= 0,9 




500 nM 


22 1 


o = 4,4 


25,0 


<r = 0 9 


-11.6 


1 pM 


23,9 


a = 0,8 


25,0 


a= 0,9 


-4,4 


QFO ID NO 19 














34.6 


a = 1,0 


32,5 


a= 1,4 


+ o,b 


100 nM 


33,2 


o = 0,7 


32,5 


a = 1,4 


+ 2,2 


150 nM 


33,9 


o = 0.7 


32,5 


a= 1,4 


+ 4,3 


SEQ ID NO. 13 












50 nM 


33,5 


a= 1,2 


32,5 


a= 1,4 


+ 3,1 


100 nM 


36,3 


a = 0.6 


32,5 


a= 1,4 


+ 11,7 


150 nM 


34,0 


o= 1,2 


32,5 


a= 1,4 


+ 4,6 



Des resultats figurant au tableau 2, il ressort clairement que le traitement 
des cultures de melanocytes par les oligonucleotides de Tinvention (SEQ ID NO.1 
a SEQ ID NO.11) conduit a une diminution de la vitesse de reaction de I'activite 



5 dopa-oxydase. Cette diminution est particulierement nette pour les 
oligonucleotides SEQ ID NO.1 a SEQ ID NO.6. 

En revanche pour les oligonucleotides testes a titre de comparaison par 
rapport a I'oligonucleotide SEQ ID NO.2, a savoir le « controle sens » SEQ ID 
NO. 12 et le « controle brouille » SEQ ID NO. 13, on constate une augmentation de 
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la vitesse de reaction de i'activite dopa-oxydase a chacune des concentrations 
testees. Par exemple a la concentration de 100 nM, la vitesse de reaction 
augmente de 2,2 % et de 1 1 ,7 % respectivement pour le « controle sens » et le 
« controle brouille », tandis qu'elle diminue de 28,8 % dans le cas de 
5 ('oligonucleotide anti-sens SEQ ID NO. 2 selon invention. 

On peut deduire de cette demiere observation que I'activite des 
oligonucleotides de ['invention, qui diminuent la vitesse de reaction de I'activite 
dopa-oxydase, est due necessairement a I'hybridation specifique de 
I'oligonucleotide avec TARN messager cible codant pour la tyrosinase ou celui 

1 0 codant pour la TRP-1 . 

De ce fait, cette interaction oligonucleotide - ARNm va empecher la 
traduction de reformation portee par TARN messager cible et done entrainer une 
diminution de I'expression intracellular de la tyrosinase, ou de la TRP-1 selon la 
sequence antisens utilisee. Autrement dit, cette interaction va diminuer la 

15 neosynthese de la tyrosinase ou de la TRP-1. En raison du renouvellement 
naturel de ces enzymes, ceci entraine une diminution de la quantite de tyrosinase 
et de TRP-1 dans les cellules, et par consequent une diminution de I'activite de 
ces enzymes en rapport avec la synthese de melanine. De fait, les 
oligonucleotides de I'invention agissent en reduisant le renouvellement de la 

20 tyrosinase et de la TRP-1, au lieu d'intervenir sur le tyrosinase deja presente dans 
les melanocytes. 

La consequence de cette action au niveau des melanocytes est la 
reduction de la capacite de synthese de melanines par ces cellules, d'ou, selon 
les cas et les individus concernes, la production d'un effet blanchissant ou 
25 depigmentant. 

Exemple 3 : Effet depiamentant d 5 un oligonucleotide selon Tinvention sur 
des melanocytes humains normaux d'un donneur adulte muiatre 

Les melanocytes utilises ici sont obtenus a partir de peau de cuisses d'un 
30 donneur adulte mulatre. Les fragments de peau sont rinces au PBS (Gibco, 
Paisley, GB) puis laves avec de I'ethanol 70% (VA/) dilue a 50% dans du PBS. 
Apres lavage au PBS, les fragments de peau sont grattes a I'aide d'un coupe- 
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cors. Les morceaux obtenus sont grattes dans de la trypsine 0,05% (Difco 
Laboratories, West Molesy, GB) pendant une heure a 37°C afin de permettre leur 
dissociation. L'epiderme est alors recueilli dans dujmilieu E-199 (Gibco, Paisley, 
GB) contenant 10% de serum de veau foetal (SVF, Gibco, Paisley, GB). Apres 
5 homogeneisation et elimination des fragments de couche cornee flottant en 
surface, la suspension cellulaire est filtree puis centrifugee. Le culot cellulaire 
obtenu est repris dans du Milieu 1 decrit a I'exemple 2. Les cellules sont 
denombrees et une mesure de la viabilite cellulaire est realisee sur cellule de 
Thoma par le test d'exclusion du bleu trypan. Les cellules epidermiques sont 

10 finalement ensemencees dans du Milieu 1, en flasques a raison de 80000 
cellules/cm 2 . Les cultures sont maintenues a 37°C, en atmosphere sature en 
humidite et avec 5% de CO2. 

Le Milieu 1 est remplace par un Milieu 6 dont la composition est precisee 
au tableau ci-dessous, dans lequel B-FGF designe un facteur de croissance de 

15 fibroblastes de base, et PdBu designe le phorbol-12,13-dibutyrate. 



COMPOSITION DU MILIEU 6 


Composes 


Fournisseur, reference 


Concentration finale 
dans le milieu 


- Milieu E-199 
Insuline 

- EGF 

- B-FGF 

- PdBu 

Chlorure de calcium 


Gibco, 31150-022 
Sigma, H-0888 
Sigma, E-4127 
Gibco, 13256-029 
Sigma, P-1269 
Prolabo, 22317297 


qsp 100% (v/v) 
0,5 pg / ml 
10 ng/ ml 
10 ng/ml 
0,25 pg / ml 
1,8 mM 



Ce milieu est renouvele toutes les 48 heures pendant une a deux 
semaines. 

Apres cette selection des melanocytes, on favorise ia proliferation des 
20 MHN, en remplafant le Milieu 6 par le Milieu 7. 
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Le Milieu 7 est a impose de 10 % de Milieu C et 90 % de Milieu A decrit 
precedemment, complenente par PdBu (Sigma, P-1269) dont la concentration 
finale dans le milieu est c'e J.25 |jg / ml. 



COMPOSITION DU MILIEU C 


Composes 


Foumisseur, reference 


Concentration finale 
dans le milieu 


- Milieu E-199 

- Serum de veau foetal 

- L-glutamine 

- IBMX 
Genecitine 


Gibco, 31150-022 
Gibco, 10099-133 
Gibco, 25030-024 
Sigma, I-5879 
Gibco, 066-0181 1Y 


qsp 100% (v/v) 
10 % (v/v) 
2 mM 
10" 4 M 
100 ug/ml 



5 A ce stade, la population cellulaire obtenue est pure. Elle est constitute 

exclusivement de MHN. 

Les MHN sont ensemences en microplaques 96 puits (Falcon, Franklin 
Lakes, NJ, USA) dans du Milieu 6. Apres 24h, le milieu est remplace par du Milieu 
8 qui servira pendant toute la fin de cette etude. La composition du Milieu 8 est 
1 0 decrite ci-dessous. 



COMPOSITION DU MILIEU 8 


Composes 


Fournisseur, reference 


Concentration finale 
dans le milieu 


- Milieu MCDB-153 
Serum de veau foetal 
Insuline 
Transferrine 

- a-Tocopherol 
Penicilline/ 
Streptomycine 


Sigma, M-7403 
Gibco, 10099-133 
Sigma, I-6634 
Sigma 

Sigma, T1157 
Sigma, P4333 


qsp 100% (v/v) 
2 % (v/v) 
5 fjg / ml 
10 pg / ml 
1 pg/ml 
0,4 % (v/v) 
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(-'oligonucleotide SEQ ID NO.2 est ajoute extemporanement dans le milieu 
d'etude, a des concentrations de 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1pM. Les 
traitements sont effectues chaque jour pendant 7 jours. Pour chaque 
concentration, 6 essais sont realises. 

5 

Mesure de vitesses de reaction de I'activite dopa-oxydase : 

A la fin de ces traitements repartis sur 7 jours, des mesures de I'activite 
dopa-oxydase sont realisees. Ces mesures sont pratiquees de la meme maniere 
qu'a Texemple 2. Les vitesses de reaction sont calculees et exprimees en 10~ 4 
10 Unite DO/mn. 

Les resultats obtenus pour les cultures traitees par I'oligonucleotide SEQ 
ID NO.2 et pour les cultures temoin non traitees figurent dans le tableau 3 
(a : ecart type). 

TABLEAU 3 

15 



Concentrations de 
I'oligonucleotide 
SEQ ID NO. 2 


Vitesses de 
reaction 


Vitesses de reaction 
(temoin sans 
oligonucleotide) 


% de variation par 
rapport au temoin 


50 nM 


33,8 a = 3,4 


33,0 a = 3,5 


+2.4 


100 nM 


29,8 ct= 1,3 


33,0 a = 3,5 


-9.7 


250 nM 


29,6 a = 2,2 


33,0 a = 3,5 


-10,3 


500 nM 


28,3 a = 1,5 


33,0 a = 3,5 


-14,2 


1 mm 


27,6 a = 2,9 


33,0 a = 3,5 


-16,3 



On observe d'apres les resultats ci-dessus, qu'a partir d'une concentration 
assez faible en oligonucleotide (100 nM) et au dessus de cette concentration, la 
Vitesse de reaction de I'activite dopa-oxydase diminue tres sensiblement. 
20 Ainsi, comme cela a deja ete explique en conclusion de I'exemple 2, les 

oligonucleotides selon ('invention reduisent la capacite de synthese de melanine 
par les melanocytes. II est demontre dans le present test que cette reduction est 
independante des caracteristiques genetiques de la personne concernee. 
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Dans le present exemple, s'agissant d'un donneur mulatre presentant une 
pigmentation de base correspondant a une couleur de peau foncee, I'utilisation 
d'un oligonucleotide selon I'invention, conduira a un effet blanchissant, c'est-a- 
dire a un eclaircissement de la teinte de la peau. 

5 

Exemple 4 : Etude de Inhibition de la melanoaenese UV-induite . sur des 
melanocytes humains normaux par un oligonucleotide selon I'invention 

10 A la suite des resultats des exemples precedents, I'objectif du present test 

est de verifier si les oligonucleotides de I'invention sont egalernent actifs dans le 
cas ou les melanocytes sont actives par une stimulation, en ['occurrence par une 
irradiation ultra-violette UVB (280-320 nm) . Autrement dit, il s'agit d'evaluer la 
capacite des oligonucleotides a reduire I'activite de la dopa-oxydase de 

15 melanocytes independamment de la stimulation de la melanogenese. 

A cet effet, le test porte sur des melanocytes d'un donneur adulte de type 
caucasien. Les melanocytes utilises ici sont obtenus a partir de peau de plastie 
mammaire. La technique d'obtention de ces melanocytes est la meme que celle 
utilisee et decrite dans I'exemple 3. 

20 L'experience est realisee en boites 35 mm. Les melanocytes sont 

ensemences en boites 35 mm (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) a raison de 
250000 cellules et 2 ml de Milieu 8 par boite. La composition du Milieu 8 est 
decrite a I'exemple 3. Les traitements avec I'oligonucleotide SEQ ID NO.2 ainsi 
que les irradiations UVB (Bio-Energie, Vilbert-Lourmat, Marne-la-Vallee, France) 

25 a 8 mJ/cm 2 commencent 24h apres rensemencement. 

Avant chaque irradiation UVB, les MHN sont places dans du PBS 
(2ml/boite). Apres irradiation, les cellules sont replacees dans 2 ml de Milieu 8 
contenant ou non I'oligonucleotide SEQ ID NO.2. 

Uoligonucleotide SEQ ID NO.2 est ajoute extemporanement dans le milieu 

30 d'etude (Milieu 7 de I'exemple 3), a des concentrations de 100 nM, 250 nM et 
500 nM. 
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Ces traitements avec ('oligonucleotide sont effectues chaque jour pendant 
9 jours. Les irradiations ont lieu chaque jour, sauf les jours 5 et 6. Pour chaque 
concentration, 3 essais sont realises. 

5 Mesure de vitesses de reaction de I'activite dopa-oxydase : 

A la fin de ces traitements, a savoir 9 jours de traitement avec 
('oligonucleotide et 7 irradiations, des mesures de I'activite dopa-oxydase sont 
realisees. 

A cet effet, les MHN sont decollees des boites 35 mm a I'aide de 500 pi de 
10 trypsine 0,1% - EDTA 0,05%, puis reprises dans 1,5 ml de milieu E-199 sans 
rouge de phenol (Gibco) et supplements par 10 % de serum de veau foetal. Une 
portion aliquote de cette suspension cellulaire est utilisee pour un denombrement 
cellulaire une autre est centrifugee et le culot de melanocytes obtenu est repris 
dans 50 pi de tampon de lyse pour la mesure de la vitesse de reaction de la 
1 5 dopa-oxydase comme decrit exemple 2. 

Les vitesses de reaction de I'activite dopa-oxydase sont calculees et 
exprimees en 10" 4 Unite DO / mn / 10 6 MHN. Les resultats obtenus sont 
presentes dans la tableau 4 (a: ecart-type). 



20 

TABLEAU 4 



Traitements des cultures de 
cellules : irradiation UVB / 
concentration en oligonucleotides 
SEQ ID NO-2 


Vitesse de 
reaction 


% de 
variation par 
rapport au 
temoin non 
irradie 


%de 
variation par 
rapport au 
temoin 
irradie 


Non irradiation / aucun 
oligonucleotide (temoin-non irradie) 

Irradiation / aucun oligonucleotide 
(temoin irradie) 

Irradiation / 100 nM 


368,2 a = 19,9 
409,1 a = 32,6 
328,1 a = 44,8 


0 

+ 11,1 % 


0 

- 19,8 % 
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Irradiation / 250 nM 


325,3 a = 43,1 




- 20,5 % 


Irradiation / 500 nM 


327,4 a = 49,5 




- 20 % 



Les resultats ci-dessus demontrent clairement que les oligonucleotides 
selon I'invention, diminuent tres sensiblement la vitesse de reaction de I'activite 
dopa-oxydase dans le cas de melanocytes stimules sous I'effet d'un rayonnement 
UVB. 



5 Ainsi les oligonucleotides de I'invention diminuent non seulement la 

capacite des melanocytes a I'etat d'activite basale a synthetiser de la melanine, 
comme cela a ete montre dans les exemples precedents, mais ils diminuent aussi 
cette capacite pour les melanocytes a I'etat active. Ces oligonucleotides pourront 
done etre egalement utilises en particulier pour prevenir ou attenuer une 

10 pigmentation declenchee par le rayonnement ultra-violet present dans la lumiere 
solaire. 



15 Exempte 5 : Poudre pour I'eclaircissement du teint du visage 

Microcellulose 
Sodium lauryl sulfoacetate 
Oligonucleotide (SEQ ID NO.5) 
(phosphodiester) 
Parfum, colorants, conservateurs 
Talc 

Cette poudre presente une double action. Elle permet un nettoyage de la 
peau, et de plus elle permet, par un usage regulier durant quelques jours, 
20 d'eclaircir le teint. On peut I'appliquer sur la peau du visage une a deux fois par 
jour. 



20,00% 
15,00% 
1,00% 

qs. 

Qsp. 100% 
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Exemple 6 : Emulsion-gel visage de jour depigmentante 



Glycerine 5,00% 

triglycerides 5,00% 
caprylique/caprique/succinique 

Methoxycinnamate d'octyle 1 ,00% 

Dimethicone copolyol 0,50% 

Acrylates / C1 0-30 alkyl acrylate 0,50% 
crosspolymer 

Oligonucleotide SEQ ID NO.3 0,01% 
(phosphodiester) 

Neutralisant qs. 

Conservateurs, parfum, colorants qs. 
Eau qsp. 100% 



Certaines personnes soumises au rayonnement plus ou moins intense de 
la lumiere du jour, voire du soleil directement, souhaitent conserver un teint clair 
5 et eviter I'apparition de taches pigmentees. L'utilisation de I'emulsion-gel ci- 
dessus permettra d'atteindre ce but. Cette composition s'applique sur le visage 
generalement le matin. Elle agit aussi bien de maniere preventive que curative 
sur la pigmentation, reguliere ou non, du visage. 

10 

Exemple 7 : Fluide protecteur SPF 30 preventif des taches pigmentaires 



Pentacyclomethicone volatile 49,00% 

Dioxyde de titane 15,00% 

Methoxycinnamate d'octyle 7,50% 

Glycerine 5,00% 

Phenyltrimethicone 5,00% 

Dimethicone copolyol 3,00% 

Polymethylmethacrylate 2,50% 



0158918A2 I > 



WO 01/58918 



33 



PCT/FR01/00398 



Butyl methoxydibenzoyle methane 
Oligonucleotide SEQ ID NO. 2 
(phosphodiester) 

Neutralisant, parfum, conservateurs, 
antioxydants 



1,00% 
0, 1% 



Eau 



qsp. 100% 



Cette composition est a utiliser pour prevenir I'apparition de taches 
pigmentaires, chez les personnes predisposees a ce phenomene, avant 
Texposition a un rayonnement solaire intense. II est a noter que la presence d'une 
concentration elevee en filtre solaire permet de compenser la diminution de la 
5 protection naturelle, consequence de la baisse du taux de melanine. 



Exemple 8 : Creme visage deoiamentante 



Glyceryl stearate + Peg-100 stearate 


5,00% 


Polyisobutene hydrogene 


4,00% 


Magnesium ascorbyl phosphate 


3,30% 


Tricaprylate /caprate de glycerol 


3,00% 


Squalane 


3,00% 


Glycerine 


2,00% 


Cire d'abeille 


1,50% 


Cetearyl octanoate 


1,50% 


Alcool cetylique 


1,00% 


Alcool stearylique 


1,00% 


Dimethicone 


1,00% 


Gomme xanthane 


0,30% 


Acide ethylene diamine tetracetique 


0,20% 


Acide citrique 


0,10% 


Citrate de sodium 


0,10% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.6 


0,10% 


(phosphodiester) 
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Neutraiisant, Parfum, Conservateurs qs. 
Eau qsp. 100% 

Utilisation de cette creme permet de traiter les irregularites de la 
pigmentation cutanee, en attenuant ou supprimant les taches de senescence ou 
les taches pigmentaires actiniques. Elle homogeneise la coloration de la peau et 
eclaircit le teint. 



Exemple 9 : Lotion visage pour eclaircir le teint 



Alcool ethylique 30,00% 

PPG-3 Myristyl ether 5,00% 

Glycerine 2,00% 

Carbomer 0,20% 

Polysorbate 20 0,20% 

Oligonucleotide SEQ ID NO.4 0,01 % 
(phosphorothioate) 

Neutraiisant, Parfum, Conservateurs qs/ 

Eau qsp. 100% 



Cette lotion pour eclaircir le teint s'utilise apres le demaquillage et le 
10 nettoyage de la peau. 



Exemple 10 : Serum Visage eclaircissant 



Eau 

Glycerine 

EDTA tetrasodique 
Acide citrique 
Citrate trisodique 
Gomme xanthane 



qsp 100% 
2% 

>~ qsp pH 6 

0.25% 
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Polyacrylamide, C13.14 soparaffin, 0.5% 
laureth-7 

Dimethicone copolyol 0.25% 

Oligonucleotide SEQ ID n° 2 0.1% 
(phophodiester) 

Parfum, colorant, conservateur qs 

Une goutte de cette composition tres concentree de serum, s'applique sur 
le visage generalement avant I'application d'une creme pour le visage. Ce serum 
s'utilise habituellement par cures d'une a deux semaines pour obtenir ou 
5 entretenir un eclaircissement du teint. 



Exemple 11 : Lotion capillaire pour eclaircir la chevelure 



Eau qsp 100% 

Alcool 50% 

Panthenylethyl ether 0.5% 

Acetate DL- a -tocopherol 0.2% 

Polysorbate 60 1% 

Oligonucleotide SEQ ID NO.1 0.01% 
(phosphorothioate) 

Parfum 0.2% 

Glycerine 0.5% 

Colorant qs 



10 Cette lotion s'applique sur les cheveux matin et soir pendant la duree 

necessaire pour obtenir un eclaircissement progressif de la chevelure. Cette 
duree est generalement de plusieurs semaines. 
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Exemple 12 : Creme main (qel-creme anti-taches) pour ies mains 

Caprilic/capric diglycery! succinate 6% 

Octyl octanoate 2.5% 

Methoxycinnamate d'octyle 6% 

Oligonucleotide SEQ ID NO. 5 0.001% 
(phosphodiester) 

Phenyltrimeticone 2.5% 

Benzophenon-3 0. 5% 

Hyaluronate de sodium 0.05% 

Gomme xanthane 0.2% 

Acrylates/C10.30 alkyl acrylate 0.5% 
copolymer 

Glycerine 2% 



i 



PEG 150 3% 

i 

Neutralisants, Colorants, parfum, qs 
conservateurs 

Eau purifiee qsp 100% 

Cette creme doit etre appliquee directement sur Ies taches de senescence 
(lentigos seniles) des mains, pour en attenuer la coloration. 
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REVENDICATIONS 

1. Oligonucleotide comportant un nombre de nucleotides compris entre 7 et 25, 
de preference egal a 20, capable de s'hybrider avec le gene ou un produit du 

5 gene codant pour Tune des enzymes essentielles intervenant dans la voie de 
synthese de la melanine, caracterise en ce que lesdites enzymes sont 
choisies parmi la tyrosinase et la tyrosinase-related-protein 1 (TRP-1). 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est capable de 
s'hybrider de fa?on specifique avec le gene ou un produit du gene codant 

10 pour la tyrosinase. 

3. Oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2, capable de s'hybrider 
specifiquement avec I'ADN ou I'ARNm codant pour la tyrosinase. 

4. Oligonucleotide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est capable de 
s'hybrider de fa?on specifique avec le gene ou un produit du gene codant 

15 pourlaTRP-1. 

5. Oligonucleotide selon la revendication 1 ou 3, capable de s'hybrider 
specifiquement avec I'ADN ou I'ARNm codant pour la TRP-1. 

6. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 3, capable de s'hybrider de 
fafon specifique avec la region presentant le codon d'initiation du gene ou de 

20 I'ARNm codant pour la tyrosinase. 

7. Oligonucleotide selon I'une des revendications 1 a 3, capable de s'hybrider de 
fa9on specifique avec la region codante du gene ou de I'ARNm codant pour la 
tyrosinase. 

8. Oligonucleotide selon I'une des revendications 1 a 3, capable de s'hybrider de 
25 fa?on specifique avec la region 3' non codante du gene ou de I'ARNm codant 

pour la tyrosinase. 

9. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1, 4 ou 5, capable de 
s'hybrider de fa?on specifique avec la region 5' non codante du gene ou de 
I'ARNm codant pour la TRP-1 . 

30 10. Oligonucleotide selon I'une des revendications 1, 4 ou 5, capable de 
s'hybrider de fa$on specifique avec la region presentant le codon d'initiation 
du gene ou de I'ARNm codant pour la TRP-1 
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11. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1, 4 ou 5, capable de 
s'hybrider de fa?on specifique avec la region codante du gene ou de I'ARNm 
codant pour la TRP-1 

12. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1, 4 ou 5, capable de 
5 s'hybrider de fagon specifique avec la region 3* non codante du gene ou de 

I'ARNm codant pour la TRP-1 

13. Oligonucleotide selon la revendication 6 dont la sequence est Tune des 
sequences SEQ ID NO.6 a NO.8 ayant la signification suivante : 

SEQ ID NO.6 5'-AGGAACTGGCTAATTGGAGT-3' 
10 - SEQ ID NO.7 5'-CAAGGTCTGCAGGAACTGGC-3' 

SEQ ID NO.8 5'-CCTCACAAGGTCTGCAGGAA-3' 
14. Oligonucleotide selon la revendication 7 dont la sequence est la sequence 
SEQ ID NO.10 ayant la signification suivante : 

SEQ ID NO.10 5-GCATTCTTCCTCTAGTCCTC-3' 
15 15. Oligonucleotide selon la revendication 8 dont la sequence~est la sequence 
SEQ ID NO.9 ayant la signification suivante : 

SEQ ID NO.9 S'-CTACAGACAATCTGCCAAGA-S' 

16. Oligonucleotide selon la revendication 10 dont la sequence est Tune des 
sequences SEQ ID NO.1 a NO.4 ou SEQ ID NO.11 ayant la signification 

20 suivante : 

SEQ ID NO.1 S'-GCAAAACAAAGACCTGGTTT-S' 
SEQ ID NO.2 5-AGACCTGGTTTGCAGCTCTT-3' 
SEQ ID NO.3 5-TGCTTGAAATAAGAGTGCAA-3' 
SEQ ID NO.4 5-AAAATCCAGCTCACAATCCT-3' 
25 - SEQ ID NO. 1 1 S'-TTCCAGTACCTCACAATCCT-S' 

17. Oligonucleotide selon la revendication 11 dont la sequence est la sequence 
SEQ ID NO. 5 ayant la signification suivante : 

SEQ ID NO.5 5'-AGGAGCACTCATTCTGCTTG-3' 

18. Oligonucleotide en tant que produit nouveau dont la sequence est I'une des 
30 sequences ID NO.1 a NO. 11 ayant la signification suivante : 

SEQ ID NO.1 5'-GCAAAACAAAGACCTGGTTT-3' 
SEQ ID NO.2 S'-AGACCTGGTTTGCAGCTCTT-S' 
SEQ ID NO.3 5'-TGCTTGAAATAAGAGTGCAA-3' 
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SEQ ID NO.4 5-AAAATCCAGCTCACAATCCT-3' 
SEQ ID NO.5 5'-AGGAGCACTCATTCTGCTTG-3' 
SEQ ID NO.6 5*-AGGAACTGGCTAATTGGAGT-3' 
SEQ ID NO.7 S'-CAAGGTCTGCAGGAACTGGC-S" 
5 - SEQ ID NO.8 5'-CCTCACAAGGTCTGCAGGAA-3' 

SEQ ID NO.9 5'-CTACAGACAATCTGCCAAGA-3* 
SEQ ID NO. 1 0 5'-GCATTCTTCCTCTAGTCCTC-3' 
SEQ ID NO. 11 5'-TTCCAGTACCTCACAATCCT-3\ 

19. Oligonucleotide selon Tune des revendications precedentes, comprenant une 
10 ou plusieurs modifications chimiques au niveau de ses parties sucres, ses 

parties nucleobases ou son squelette internucleotidique, lesdites modifications 
conferant des caracteristiques physico-chimiques souhaitables telles qu'une 
biodisponibilite accnje, ['augmentation de I'affinite pour les sequences cibles, 
Taugmentation de I'internalisation cellulaire ou une meilleure stabilite 
15 biologique ou Taugmentation de la stabilite en presence de nucleases 
cellulaires. 

20. Oligonucleotide selon la revendication 20, caracterise en ce que sa partie 
sucre comprend un substituant 2-O-fluoro ou 2'-0-alkyle, preferentiellement 
un substituant 2'-0-ethyloxymethyle ou 2'-0-methyle. 

20 21. Oligonucleotide selon la revendication 20 ou 21, caracterise en ce qu'une 
partie des groupements phosphodiesters de son squelette internucleotidique 
est remplacee par des groupements phophorothioates. 

22. Oligonucleotide selon la revendication 20 ou 21, caracterise en ce qu'une 
partie des groupements phosphodiesters de son squelette internucleotidique 

25 est remplacee par des groupements methylphosphonates. 

23. Oligonucleotide selon la revendication 22, caracterise en ce que tous les 
groupements phophodiesters sont remplaces par des groupements 
phosphorothioates. 

24. Oligonucleotide selon la revendication 23, caracterise en ce que tous les 
30 groupements phophodiesters sont remplaces par des groupements 

methylphosphonates. 

25. Oligonucleotide selon les revendications 22 et 23, caracterise en ce que les 
groupements phophodiesters sont remplaces en tout ou partie par des 
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groupements phosphorothioates et/ou par des groupements 
methylphosphonates. 

26. Oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 26 auquel on a greffe un 
vecteur d'administration lineaire de type acide nucleique ou peptidique, ou un 

5 vecteur d'administration circulaire de type plasmidique. 

27. Oligonucleotide selon Tune des revendications precedentes en tant que 
medicament. 

28. Composition cosmetique ou dermatologique contenant au moins un 
oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 27 et un milieu 

1 0 cosmetiquement ou dermatologiquement acceptable. 

29. Composition cosmetique ou dermatologique selon la revendication 29 
contenant un ou plusieurs agents actifs choisis parmi I'acide ellagique et ses 
derives ; le resorcinol et ses derives ; la vitamine C et ses derives ; le 
pantothenate sulfonate et ses derives ; des molecules interferant directement 

15 ou indirectement avec I'alpha-melanocyte stimulating hormone (a-MSH) ou 
son recepteur ou I'hormone adrenocorticotropique (ACTH) ; les polyols tels 
que la glycerine le glycol ou le propylene glycol ; les vitamines ; les agents 
keratolytiques et/ou desquamants tels que I'acide salicylique et ses derives ; 
les alpha-hydroxyacides tels que I'acide lactique ou I'acide malique, seuls ou 

20 greffes ; I'acide ascorbique et ses derives ; I'acide retinoique ; le 
retinaldehyde ; le retinol et ses derives tels que le palmitate, le propionate ou 
I'acetate, en preparation liposomique ou non ; des agents antiglycations et/ou 
antioxydants pris seuls ou en association tels que le tocopherol et ses derives, 
la thiotaurine, I'hypotaurine, I'aminoguanidine, la thiamine pyrophosphate, la 

25 pyridoxamine, la lysine, I'histidine, I'arginine, la phenylalanine, la pyridoxine, 
('adenosine triphosphate ; les agents anti-inflammatoires tels que le stearyl 
glycyrrhetinate ; les agents apaisants et leurs melanges, les filtres solaires 
chimiques ou physiques tels que le methoxycinnamate d'octyle, le butyl- 
methoxydibenzoyl-methane, I'oxyde de titane et I'oxyde de zinc micronises ; et 

30 les acides desoxyribonucleiques ou nucleiques. 
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30. Composition selon la revendication 29 ou 30, caracterisee en ce que le/Ies 
oligonucleotides represented 0,00001 % a 10 %, de preference 0,0003 % a 3 
% du poids total de la composition. 

31. Composition cosmetique ou dermatologique selon Tune des revendications 29 
5 a 31 , caracterisee en ce qu'elle se presente sous une forme habituellement 

utilisee pour une application topique et notamment sous forme d f une solution 
aqueuse, hydroalcoolique ou huileuse, d*une emulsion huile dans eau ou eau 
dans huile ou multiple, d'un gel aqueux ou huileux, d'un produit anhydre 
liquide, pateux ou solide, d'une dispersion de particules polymeriques, telles 
10 que des nanospheres et des nanocapsules, dans une phase aqueuse ou 
huileuse, ou encore d'une dispersion de vesicules lipidiques de type ionique 
ou non-ionique. 

32. Utilisation comme agent cosmetique d'un oligonucleotide comportant un 
nombre de nucleotides compris entre 7 et 25, de preference egal a 20, 

15 capable de s'hybrider avec le gene ou un produit du gene codant pour Tune 
des enzymes essentielles intervenant dans la voie de synthese de la melanine 
choisies parmi la tyrosinase et la TRP-1. 

33. Utilisation d'un oligonucleotide selon la revendication 33 pour depigmenter ou 
blanchir la peau, les poils ou les cheveux humains. 

20 34. Utilisation d'un oligonucleotide selon I'une des revendications 1 a 27 pour la 
fabrication d'un medicament destine au traitement ou a la prevention des 
maladies se traduisant par la surexpression de la tyrosinase ou de la TRP-1, 
par voie topique. 

35. Utilisation d'un oligonucleotide selon I'une des revendications 1 a 27 pour la 
25 fabrication d'un medicament destine a inhiber la synthese de melanine. 

36. Utilisation d'un oligonucleotide selon la revendication 36 pour le traitement ou 
la prevention des hyperpigmentations regionales par hyper-activite 
melanocytaire telles que les melasmas idiopathiques, des hyperpigmentations 
localisees par hyper-activite et proliferation melanocytaire benigne telles que 

30 les taches pigmentaires de senescence (lentigo seniles), des 
hyperpigmentations accidentelles telles que la photosensibilisation ou 
Thyperpigmentation cicatricielle, et pour le traitement de certaines 
leucodermies telles que le vitiligo. 
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37. Utilisation d'un oligonucleotide selon la revendication 35 ou 36 pour ia 
fabrication d'un medicament destine a depigmenter ou a blanchir la peau. 

38. Utilisation d'un oligonucleotide selon Tune des revendications 1 a 27 pour 
moduler I'expression de la tyrosinase ou de la TRP-1. 

5 39. Utilisation d'un oligonucleotide selon Tune des revendications 35 a 38 pour la 
fabrication d'un medicament destine a etre administre de fa?on simultanee, 
separee ou etalee dans le temps en association avec un ou plusieurs agents 
actifs choisis parmi I'acide ellagique et ses derives ; I'hydroquinone ; 
I'arbutine ; le resorcinol et ses derives ; la vitamine C et ses derives ; le 

10 pantothenate sulfonate et ses derives ; I'acide kojique ; les extraits 
placentaires ; des molecules interferant directement ou indirectement avec 
I'alpha-meianocyte stimulating hormone (a-MSH) ou son recepteur ou 
I'hormone adrenocorticotropique (ACTH) ; les polyols tels que la glycerine le 
glycol ou le propylene glycol ; les vitamines ; les agents keratolytiques ou 

15 desquamants tels que I'acide salicylique et ses derives ; les alpha- 
hydroxyacides tels que i'acide lactique ou I'acide malique, seuls ou greffes ; 
I'acide ascorbique et ses derives ; I'acide retinoique ; le retinaldehyde ; le 
retinol et ses derives tels que le palmitate, le propionate ou I'acetate, en 
preparation liposomique ou non ; des agents antiglycations ou antioxydants 

20 pris seuls ou en association tels que le tocopherol et ses derives, la 
thiotaurine r I'hypotaurine, Taminoguanidine, la thiamine pyrophosphate, la 
pyridoxamine, la lysine, I'histidine. I'arginine, la phenylalanine, la pyridoxine, 
Tadenosine triphosphate ; les agents antMnflammatoires tels que le stearyl 
glycyrrhetinate ; les agents apaisants et leurs melanges, les filtres soiaires 

25 chimiques ou physiques tels que le methoxycinnamate d'octyle, le butyl- 
methoxydibenzoyl-methane, Toxyde de titane et I'oxyde de zinc micronise ; et 
les acides desoxyribonucleiques ou nucleiques. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> LVMH RECHERCHE 

<120> UTILISATION D 1 OLIGONUCLEOTIDES MODULANT L f EXPRESSION DE 
LA TYROSINASE ET DE LA TYROS I NASE- RELATED- PROTEI N- 1 
COMME AGENTS Dfe P I GMENTANT S 

<130> D18673 

<150> FR 00 01730 
<151> 2000-02-11 

<160> 13 

<170> Patentln Ver. 2.2 

<210> 1 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Oligonucleotide antisens, complement aire de la 

sequence nt 111-92 de l'ADN c du gene codant pour 
la proteine apparentee a la tyrosinase humaine 
(TRP - Genbank locus HSTYRRP) . 



<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complement aire de la 

sequence nt 102-83 de 1 'ADN C du gene codant pour 
la proteine apparentee a la tyrosinase humaine 
(TRP - Genbank locus HSTYRRP) . 



<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 

sequence nt 127-108 de l'ADNc du gene codant pour 
la proteine apparentee a la tyrosinase humaine 
(TRP - Genbank locus HSTYRRP) . 



<220> 



<400> 1 

gcaaaacaaa gacctggttt 



20 



<400> 2 

agacctggtt tgcagctctt 



20 



<400> 3 

tgcttgaaat aagagtgcaa 



20 
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<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence arti f icielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complement aire de la 

sequence nt 53-34 de 1 'ADN C du gene codant pour la 
proteine apparentee a la tyrosinase humaine (TRP - 
Genbank locus HSTYRRP) „ 

<400> 4 

aaaatccagc tcacaatcct 



<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 

sequence nt 141-122 de 1 'ADN C du gene codant pour 
la proteine apparentee a la tyrosinase humaine 
(TRP - Genbank locus HSTYRRP) . 

<400> 5 

aggagcactc attctgcttg 

<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 

sequence nt 475-457 de 1 'ADN C du gene codant pour 
la tyrosinase humaine (Genbank locus HUMTYRA) . 

<400> 6 

aggaactggc taattggagt 



<210> 7 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 
sequence nt 4 85-4 66 de 1 'ADN C du gene codant pc 
la tyrosinase humaine (Genbank locus HUMTYRA) . 

<400> 7 

caaggtctgc aggaactggc 

<210> 8 
<211> 20 



^SDOCID: <WO 0158918A2_I_> 



WO 01/58918 



3 



PCT/FRO 1/00398 



<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 

sequence nt 490-471 de l'ADN c du gene codant pour 
la tyrosinase humaine (Genbank locus HUMTYRA) - 

<400> 8 

cctcacaagg tctgcaggaa 20 



<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementai re de la 
sequence nt 1332-1313 de 1 'ADN C du gene codant 
pour la tyrosinase humaine (Genbank locus 
HUMTYRA) . 

<400> 9 

ctacagacaa tctgccaaga 20 



<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 

sequence nt 506-487 de 1 'ADN C du gene codant pour 
la tyrosinase humaine (Genbank locus HUMTYRA) - 

<400> 10 

gcattcttcc tctagtcctc 20 



<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Oligonucleotide antisens, complementaire de la 
sequence nt 5875-5856 de 1 'ADN codant 
pour la proteine 1 apparentee a la tyrosinase 
humaine (TRP1 - Genbank locus AF 001295) . 

<400> 11 

ttccagtacc tcacaatcct 20 



<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Controle antisens de la sequence ID NO. 2. 
<400> 12 

ttctcgacgt ttggtccaga 



<210> 13 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Combinaison aleatoire de la sequence ID NO. 2 
<400> 13 

acgtttctcg cctagtgatg 2Q 
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ON coding for the tyrosinase-related protein I (TRP- 1 ). The invention also concerns the use of said novel oligonucleotide sequences as 
jj© depigmenlaiion or skin whitening agents in a cosinclic composition or a dermalological composition. 

q ( 57 ) Abrege : La presenle invention concerne de nouvelles sequences oligonucleotidiques ainsi que leurs derives. Ces nouvelles 
sequences oligonucleotidiques son! capables de sTrybridcr de facon specillquc avec ie gene ou avec un produit du gene codant pour la 

Q tyrosinase ou avec le gene ou un produit du gene codant pour la tyrosinase rclaled-proiein I (TRP- 1 ). La presenie invention concerne 
egalemeni ('utilisation de ces nouvelles sequences oligonucleotidiques comme agent depignientani ou blanchissant dans une coni- 

^ position cosmeliquc ou dans une composition dermaiologiquc. 
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